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人 和 人体 蠕 形 旺 的 DNA 提取 与 随机 引物 PCR 检测 
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摘要 :【 目 的 ] 探 索 人 体毛 守 蠕 形 螨 和 皮脂 蠕 形 螨 DNA 的 提取 方法 。【 方 法】 采用 液 所 反复 冻 融 研磨 法 破碎 螨 体 细 
胞 , 选用 改良 小 昆虫 DNA 提取 法 、 碱 裂解 法 和 试剂 使 提 取 法 , 分 别提 取 冻 存 时 间 在 5 个 月 内 和 8 ~ 10 个 月 的 毛 宫 里 
形 螨 和 皮脂 里 形 螨 基 因 组 DNA, 并 用 随机 引物 PCR 方法 进行 检测 。[【 结果 】 和 蛋白 核酸 测定 仪 检测 结果 显示 , 试剂 盒 
法 提取 的 DNA 纯度 较 高 . 量 较 多 , 明显 优 于 改良 小 昆虫 法 和 碱 裂 解法 。 随 机 引物 扩 增 结果 显示 清晰 的 DNA 指纹 图 
谱 , 两 种 人 体 蠕 形 螨 DNA 指纹 具有 明显 差异 。 虹 形 螨 冻 存 时 间 影 响 DNA 提取 的 量 , 但 对 DNA 提取 的 纯度 和 RAPD 
指纹 图 谱 影响 较 小 。 不 同 DNA 提取 方法 提取 的 同一 种 蠕 形 螨 DNA 指纹 图 谱 基 本 相似 ,试剂 盒 法 和 改良 小 昆虫 法 提 
取 的 DNA 样本 条 带 多 而 清晰 ,， 碱 裂解 法 提取 的 样本 条 带 少 而 模糊 。 【结论 】 液 所 反复 冻 融 研磨 法 破碎 蠕 形 螨 细 胞 是 
有 效 的 , 蚂 形 旺 冻 存 时 间 不 宜 超 过 6 个 月 ,试剂 盒 提取 法 是 提取 蠕 形 螨 DNA 的 好 方法 。RAPD 技术 可 以 用 于 这 两 种 
人 体 蠕 形 螨 DNA 分 子 水 平 上 的 检测 和 分 类 。 
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Extraction and random primer PCR detection of genomic DNA of parasitic 


mites Demodex folliculorum and Demodex brevis ( Acari. Demodicidae) 
ZHAO Ya-E” , CHENG Hui, XUN Meng, WU Li-Ping (Immunology and Pathogen Biology Department, 
Medical School of Xi an Jiaotong University ，Xi an 710061, China) 

Abstract:【 Objective 】 To explore the extraction methods of genomic DNA of parasitic mites Demodex 
folliculorum (D.f. ) and Demodex brevis (D. b.). 【Methods】Mites were disrupted by repeated freezing 
and thawing in liquid nitrogen. Then, the improved DNA extraction method of mini-insects, alkaline lysis 
and the commercial extraction kit were used respectively to extract genomic DNA of D.f. and D. b., which 
had been kept freezing for < 5 or 8 - 10 months. 【Results 】The results of protein and nucleic acid 
radiometer showed the purity and quantity of genomic DNA extracted by the commercial kit were obviously 
better than those by other methods of mini-insects and alkaline lysis. Clear DNA fingerprints were found in 
the amplification results of random amplified polymorphic DNA (RAPD). There were obviously different 
banding patterns between D. f. and D. b. The freezing time affected the quantity of DNA extraction, but had 
only small effect on the purity and RAPD fingerprints of genomic DNA. The same species of mites had 
similar banding pattern even using different extraction methods. More and clear bands were detected by the 
commercial extraction kits and improved DNA extraction method of mini-insects. The bands detected by 
alkaline lysis method were less and obscure. 【 Conclusions】The application of repeated freezing-thawing in 
liquid nitrogen acts effectively to disrupt mites. The mites had better not be kept frozen more than 6 months. 
The commercial extraction kit is an effective approach to extract genomic DNA of mites. RAPD technique 
provides a simple method for detecting and classifying D. f. and D.5&b. 
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人 体 虹 形 螨 是 寄生 在 人 体毛 守 和 皮脂 甩 内 的 小 坚 以 来 , 越 来 越 多 的 临床 病例 对 照 研 究 显 示 , 蚂 形 
型 永久 性 寄生 螨 , 目 Ayres S Jr 和 Ayres S 亚 (1961 ) 螨 感 染 与 酒糟 瘟 ( Moravvej et al., 2007; Hsu Chao- 
报道 毛 了 时 蠕 形 螨 可 以 引起 蠕 形 蠕 性 毛 品 糠 次 和 酒 漆 Kai et al.，2009 )、 口 周 炎 (Dolenc-Voljc et al.， 
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2005 ) 月 疱 性 毛 赛 炎 (Karincaoglu et al.，2004 ) 、 慢 
性 上 险 绿 炎 (Turk et al., 2007 ) 等 皮肤 病 有 关 。 近 年 
人 研究 发 现 , 毛 寺 里 形 螨 Demodex folliculorum (D.f.) 
在 酒 演 蜡 等 颜面 疾患 者 面部 的 感染 度 和 感染 率 明显 
高 于 皮脂 蠕 形 螨 Demodex brevis (D. 5. ) ( 赵 亚 娥 等 ， 
2006 ) 。 我 们 推测 ， 人 体 蠕 形 螨 的 种 群 致 病 性 很 可 
能 也 与 蓝 氏 贾 第 对 毛虫 Giardia lamblia 一 样 存在 基 
因 型 差异 ( Read ei al.，2002)。 而 传统 形态 学 分 类 
方法 难以 解决 这 一 问题 ,因此 要 人 研究 人 体 蠕 形 螨 种 
群 致 病 性 差异 与 基因 型 的 差异 是 否 有 关 , 首 先 要 提 
取 基 因 组 DNA, 采用 分 子 生物 学 技术 子 以 解决 。 

目前 提取 人 体 蠕 形 螨 基 因 组 DNA 主要 面临 两 
个 关键 问题 :一 是 虫 源 获取 困难 ， 人 体 蠕 形 螨 虽然 
人 群 感染 率 很 高 ， 有 报道 最 高 可 达 100% , 但 绝 大 
部 分 感染 者 属 轻 中 度 感 染 ( 赵 亚 娥 等 , 2006), 且 不 
能 体外 培养 , 实验 用 螨 只 能 来 源 于 重度 感染 者 , 反 
复 取 螨 给 供 螨 者 再 来 诸多 不 便 , 一 次 性 获取 实验 所 
需 大 量 虫 源 非常 困难 ;二 是 基因 组 DNA 分 离 提取 困 
难 , 蠕 形 螨 体 型 微小 , 体 壁 几 丁 质 厚 ,不 易 匀 浆 ， 
一 般 的 基因 组 提取 方法 不 能 达到 分 子 标记 技术 所 需 
基因 组 DNA 的 质量 。 因 而 加 大 了 人 们 在 基因 水 平 
对 里 形 螨 研 究 的 难度 ,从 PubMed 尚未 检索 到 有 关 
里 形 螨 DNA 提取 的 相关 研究 报道 ,分子 生物 学 研 
究 也 几乎 空 日 , 急需 寻求 简便 、 快 速 有 效 的 提取 人 
体 蠕 形 螨 基因 组 的 方法 。 

本 研究 尝试 用 液 气 冻 融 研磨 法 破 雁 螨 体 细胞 ， 
采用 3 种 方法 对 毛 野 蜂 形 旺 和 皮脂 蠕 形 旺 基因 组 
DNA 进行 提取 ,用 随机 引物 对 提取 的 基因 组 DNA 
进行 检测 ， 以 求 获得 符合 分 子 生 物 学 实验 要 求 的 基 
因 组 DNA 质量 ， 为 今后 在 基因 水 平 研究 人 体 蠕 形 
里 的 分 类 和 基因 型 葛 定 坚实 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 螨虫 来 源 和 样本 制备 

采用 透明 胶 市 粘贴 法 于 受 检 者 面部 获取 蠕 形 旺 
成 虫 , 显微镜 下 鉴定 虫 种 , 用 自制 微型 取 旺 针 于 10 
x4 信和 显微镜 下 按 毛 守 蠕 形 螨 与 皮脂 蠕 形 旺 分 类 挑 
取 , 毛 守 蠕 形 螨 以 1 500 头 为 一 个 样本 , 共 收 集 5 
个 样本 ; 皮脂 虹 形 螨 以 2 000 头 为 一 个 样本 ， 共 收 
集 4 个 样本 , 分 别 装 入 EP 管 中 ，-20 世 冰箱 保存 。 
1.2 破碎 细胞 

将 存 有 毛 塞 蠕 形 螨 或 皮脂 蜘 形 旺 的 EP 管 目 
-20C 冰 箱 中 取出 , 分 别 放 入 液 氮 1 min 后 立即 研 


磨 10 min, 反复 4 次 , 以 备 DNA 提取 。 
1.3 提取 DNA 

采用 3 种 方法 分 别提 取 蠕 形 螨 基 因 组 DNA, 具 
体 方法 如 下 。 
1.3.1 改良 小 昆虫 DNA 提取 法 :参照 安 瑞生 等 
(2002 ) 报道 的 方法 并 略 加 改进 。 回 装 有 里 形 旺 的 
EP 管内 加 入 100 pL 提取 液 A [1% SDS， 
30 mmol/L Tris-HC]I, 25 mmol/L NaCl, 25 mmol/L 
EDTA (pH 8.0)] ,65 水浴 45 min; 加 3 mmol/L 
醋酸 钠 100 pL, 冰 上 放置 1 h; 12 000 r/min 离心 
10 min， 取 上 清 液 ， 加 等 体积 的 饱和 酚 ， 混 勾 ， 
12 000 r/min 离心 10 min; 取 上 清 液 , 加 2 倍 体积 预 
冷 的 无 水 乙醇 ， 混 义 ， 放 置 - 207 沉 演 过夜 ; 
12 000 r/min 离心 15 min, 收集 沉淀 ， 用 70% 乙醇 
400 pL 洗涤 沉 省 1 工 次 ; 12 000 r/min 离心 15 min， 
收集 这 诞 ; 37 世 干燥 15 min, 每 管 加 入 TE 缓冲 液 
30 pkL， 充 分 溶解 后 ，-20Y7 保存 备用 。 
1.3.2 碱 裂 解法 : 同 疾 有 虹 形 螨 的 EP 管内 加 入 
200 kL 裂解 液 , 反复 颠倒 混 勺 , 冰 上 放置 5 min; 加 
入 150 pL 中 和 液 , 混 匀 , 冰 上 放置 5 min; 4C 下 
12 000 r/min 离心 15 min, 取 上 清 液 ， 加 入 800 pL 
预 冷 的 异 丙 醇 , 混 匀 后 置 - 20Y% 沉淀 过 夜 ; 4% 下 
12 000 r/min 离心 15 min。 沉淀 管 中 加 入 预 冷 的 
75% 酒精 500 pL, 4%C 下 12 000 r/min 离心 10 min， 
保留 沉 泻 。 放 置 10 min 竺 酒精 挥发 完全 。 加 入 TE 
缓冲 液 30 pL, 混 匀 , 置 -20 人 备用 。 
1.3.3 试剂 盒 法 :采用 美国 OMEGA 公司 生产 的 
DNA 提取 试剂 盒 。 实 验 步 又 在 产品 说 明 书 的 基础 
上 上 略 有 改进 。 癌 站 有 蜂 形 螨 的 EP 管内 加 350 pL 
Buffer ML1 和 25 kL 的 和 蛋白酶 Kk, 混 匀 ,60% 下 孵 
育 30 min; 回 洲 解 物 中 加 350 pL 氯仿 、 异 成 醇 
(24:1), 混 勺 , 室温 下 13 000 r/min 离心 2 min; 取 
上 清 液 , 加 入 5 kwL RNase A, 室温 孵育 10 ~ 30 min; 
加 入 等 体积 Buffer MBL， 混 匀 15 s，70Y% 孵育 
10 min; 加 入 0.5 倍 体积 无 水 乙醇 , 混 匀 15 s, 加 入 
HiBind DNA 柱 中 , 室温 下 13 000 r/min 离心 1 min ; 
回 柱 中 加 500 AL Buffer HB，13 000 r/min 离心 
30 s。 用 乙醇 稀释 的 DNA Wash Buffer 700 mL， 
13 000 r/min 离心 1 min, 重复 洗 奖 1 次 。 室 温 下 
16 000 r/min 离心 2 min 去 除 多 余 的 液体 。 将 50 pL 
Elution Buffer 加 在 HiBind 膜 上 , 室温 下 放置 2 min,， 
13 000 r/min 离心 1 min, 洗 脱 DNA, EP 管 保存 ; 重 
复 洗 脱 1 次 。 置 -20 备用 。 
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1.4 基因 组 DNA 检测 

采用 和 蛋白 核酸 测定 仪 对 提取 的 蠕 形 螨 基 因 组 
DNA 样本 进行 质量 检测 。 取 1 pL DNA 样品 按说 明 
书 稀释 后 , 下 接 读 取 ODo/ZOD2 数 值 和 DNA 浓度 ， 
然后 计算 出 每 头 螨虫 提取 DNA 的 量 。 
1.5 随机 引物 PCR 检测 

随机 引物 参考 赵 岩 (2007), 依照 GenBank 中 大 
里 形 螨 几 了 丁 质 合成 酶 基因 序列 (登录 号 :AB080667 ) 
进行 设计 , 由 TaKaRa 公司 合成 ， 碱 基 序 列 为 :S“- 
TCCTCGTCAA-3'。PCR 在 BioRAD PCR 扩 增 仪 上 
进行 , 反应 体系 为 25 kL( 灭 将 ddH,0 9.5 pL、 模 板 
DNA 1 pL、2 x Master Mix 12.5 AL 、 引物 2 pL 
(10 jumol/mL)。 反 应 参数 为 94% 预 变性 5 min， 
94% 变性 1 min, 36% 退火 1 min, 72%C 延伸 2 min 
条 件 下 进行 30 个 循环 , 最 后 在 72%C 延伸 10 min， 
产物 经 2% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 后 ,紫外 透射 检测 仪 观 


察 并 拍照 。 重 复 检 测 3 次 。 
1.6 冻 存 时 间 对 提取 DNA 的 影响 

用 改 民 小 昆虫 法 和 试剂 盒 法 分 别提 取 冻 存 5 个 
月 以 内 和 8 ~ 10 个 月 的 里 形 螨 基 因 组 DNA。 用 乍 
白 核 酸 测 定 仪 检 测 提 取 的 DNA 纯度 和 浓度 ,再 用 
随机 引物 PCR 检测 DNA 指纹 图 的 情况 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 基因 组 DNA 纯度 及 定量 检测 

蛋白 核酸 测定 仪 检测 结果 见 表 1。DNA 的 
0D,w%/O0Dzwo 比值 范围 在 1.6 ~1.8 则 纯度 较 高 。 本 
实验 结果 表明 , 冻 存 时 间 在 5 个 月 以 内 的 5 个 样本 
和 冻 存 8 ~ 10 个 月 的 4 个 样本 中 , 均 以 试剂 盒 法 提 
取 的 DNA 纯度 较 高 , 且 D.f 样 本 DNA 纯度 比 D. 2. 
样本 高 , 其 比值 分 别 为 1.72 和 1.61。 


表 1 基因 组 DNA 的 纯度 及 定量 分 析 
Table 1 Purity and quantitative analysis of genomic DNA 


提取 方法 螨 株 冻 存 时 间 ( 月 ) 
Extraction method Mite Freezing time( month ) 
改良 小 昆虫 法 D.f. <5 
Improved DNA extraction D.b. 
method of mini-insects D.f 8 _10 
D.&b. 
试剂 盒 法 D.f. <5 
Commercial extraction kit D.b. 
D.f. 8 -10 
D.&b. 
碱 裂 解法 Alkaline lysis 已. 人 <5 


DNA 浓度 (pg/mL) DNA 量 (ng/ 头 ) 


OD26o/OD2so . . . 
DNA concentration DNA quantity (ng/ mite) 
1.40 101.9 2.04 
1.37 112.8 1.69 
2. 13 38.1 0.76 
1. 35 56.5 0. 85 
1.72 149.2 9.94 
1.61 90.0 4.50 
1.72 25.9 1.73 
1.61 28.3 1.42 
1.21 106.1 2.12 


D.f. : 毛 赛 里 形 螨 Demodex folliculorum; D. b. : 皮脂 蠕 形 螨 Demodex brevis. 


从 提取 的 基因 组 DNA 浓度 来 看 , 冻 存 时 间 在 5 
个 月 以 内 的 5 个 样本 均 在 90 ~150 pg/mL 之 间 ， 明 
显 大 于 冻 存 时 间 为 8 ~ 10 个 月 的 浓度 。 

按 每 头 蜂 形 晴 提取 DNA 的 量 可 以 看 出 , 冻 存 
时 间 在 5 个 月 以 内 用 试剂 盒 法 提取 的 D.f 样本 
DNA 量 为 9.94 ng/ 头 ,明显 高 于 改 展 小 昆虫 法 提取 
的 D.f. 样 本 2.04 ng/ 涉 和 碱 裂解 法 提取 的 D. 样 
本 2.12 ng/ 头 。 冻 存 时 间 在 5 个 月 以 内 用 试剂 盒 法 
提取 的 D. 5. 样本 DNA 量 为 4.50 ng/ 头 ,明显 高 于 
改 恨 小 昆虫 法 提取 的 忆 .2. 样本 1.69 ng/ 头 。 


2.2 样品 冻 存 时 间 对 提取 基因 组 DNA 的 影响 

对 比 观察 表 1 和 图 1 可 以 看 出 , 里 形 螨 冻 存 时 
间 的 延长 对 提取 的 DNA 纯度 和 DNA 指纹 图 谱 无 明 
显影 响 , 但 对 DNA 的 浓度 影响 较 大 。 蠕 形 里 在 - 
20 亿 冻 存 时 间 达 8 ~ 10 个 月 时 , 改良 小 昆虫 法 和 试 
剂 盒 法 提取 的 4 个 样本 DNA 浓度 和 每 头 蠕 形 旺 提 
取 DNA 的 量 , 与 冻 存 时 间 在 5 个 月 以 内 的 比较 均 
显著 降低 , 改良 小 昆虫 法 下 降幅 度 达 50% ~ 60% ， 
试剂 盒 法 下 降 更 明显 , 高 达 60% ~80%。 
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图 1 不 同 冻 存 时 间 样 品 提取 的 DNA 指纹 图 谱 比较 


Comparison of RAPD fingerprints of DNA extracted from sample with different freezing time 


Fig. 1 


A: 冻 存 时 间 在 S 个 月 内 Within five months ”freezing time; B: 冻 存 时 间 在 8 ~ 10 个 月 Eight to ten months ”freezing time. 1: DNA 分 子 量 标 准 
DNA marker DL2000; 2: 改良 小 昆虫 法 提取 的 毛 赛 蠕 形 螨 DNA 指纹 图 谱 Fingerprint of D. folliculorum DNA extracted by improved extraction 
method of mini-insects; 3 : 碱 裂解 法 提取 的 毛 宫 里 形 螨 DNA 指纹 图 谱 Fingerprint of D. folliculorum DNA extracted by alkaline lysis; 4: 试剂 盒 法 提 
取 的 毛 塞 蠕 形 螨 DNA 指纹 图 谱 Fingerprint of D.folliculorum DNA extracted by commercial extraction kit; $: 改良 小 昆虫 法 提取 的 的 皮脂 蠕 形 螨 
DNA 指纹 图 谱 Fingerprint of D. brevis DNA extracted by improved extraction method of mini-insects; 6: 试剂 盒 法 提取 的 皮脂 蠕 形 螨 DNA 指纹 图 谱 
Fingerprint of D. brevis DNA extracted by commercial extraction kit; 7: DNA marker IIU; 8: 阴性 对 照 Negative control. 


2.3 提取 方法 对 提取 基因 组 DNA 的 影响 

随机 引物 扩 增 结果 显示 : 用 3 种 方法 提取 的 冻 
存 时间 在 5 个 月 以 内 的 5 个 样本 DNA 的 数量 和 质 
量 均 适 于 RAPD 扩 增 , DNA 指纹 图 谱 清 晰 ， 具有 和 较 
好 的 多 态 性 位 点 (图 1:A); 不 同 提取 方法 提取 的 同 
一 种 蠕 形 螨 DNA 指纹 图 谱 基 本 相似 ; 实验 重复 性 
恨 好 (图 1) 。 比 较 观 察 DNA 指纹 图 谱 发 现 : 改 展 
小 昆虫 提取 法 提取 的 样本 DNA 条 囊 多 而 清晰 ; 试 
剂 盒 法 提取 的 样本 DNA 条 带 与 改良 小 昆虫 提取 法 
提取 的 样本 DNA 条 市 基本 相同 , 但 大 分 子 量 条 市 
较 暗 ; 碱 裂解 法 提取 的 样本 DNA 条 帝 少 而 模糊 。 


3 讨论 


针对 里 形 螨 几 了 丁 质 厚 ， 虫 体 微小 (100 ~ 
400 pm) ， 破 膜 困难 ,一般 方法 难以 提取 到 实验 所 
需 基因 组 DNA 量 的 问题 , 本 研究 首先 是 加 大 螨虫 
数量 ， 每 个 样本 收集 螨虫 达 1 500 ~ 2 000 条 , 然后 
选择 液 氮 冻 融 配合 研磨 的 物理 破 膜 方法 对 冻 存 时 间 
在 5 个 月 以 内 的 5 个 样本 旺 体 细胞 进行 破 雄 , 分 别 
用 改良 小 昆虫 DNA 提取 法 、 碱 裂解 法 、 试 剂 盒 法 分 
别提 取 基 因 组 DNA。 和 蛋白 核酸 测定 仪 检 测 结果 表 
明 5 个 样本 均 提 取 到 基因 组 总 DNA( 表 1) , 说 明 采 
用 液 氮 反复 冻 融 研磨 法 来 破碎 里 体 细胞 , 使 得 DNA 
释放 行 之 有 效 。 液 所 反复 冻 融 法 使 蚂 形 螨 迅 速冻 结 
后 温度 降 至 - 196% ,后 又 突然 回 到 常温 融化 ,这 
种 滩 冷 和 常温 反复 交替 的 过 程 , 使 蠕 形 螨 细 胞 壁 两 
侧 出 现 很 大 的 温差 , 产生 热 应 力 , 引发 细胞 壁 断 
裂 , 促使 DNA 大 量 释放 。 

本 次 冻 存 时 间 在 S$ 个 月 以 内 的 5 个 蠕 形 螨 样本 


检测 到 的 DNA 0OD:aZOD:m 比值 ,以 试剂 盒 法 提取 
的 D. 了 样本 和 D. 5b. 样本 DNA 在 1.60~1.80 之 间 ， 
说 明 提 取 的 样本 DNA 纯度 较 高 , 基本 没有 被 重 白 
质 、 酚 类 和 RNA 污染 ; 而 改良 小 昆虫 DNA 提取 法 
和 碱 裂 解法 提取 的 样本 0D;oZOD2:。% 比值 小 于 1.6， 
说 明 DNA 纯度 较 低 ， 有 和 蛋白 质 或 酚 类 污染 。 分 析 
试剂 盒 法 提取 DNA 纯度 较 高 的 原因 可 能 是 : 提取 
过 程 中 分 别 加 入 了 MLI Buffer 和 蛋白酶 K, 使 蛋白 
质 洲 解 , 加 入 氯仿 和 蜡 友 醇 ,使 和 蛋白质 沉 洗 ; 随后 
加 入 RNase A, 使 RNA 降解 ; 并 对 产物 用 HiBind 
DNA 过 柱 纯化 ,从 而 除去 了 大 部 分 的 蛋白质 和 
RNA 等 大 分 子 污染 , 得 到 了 较 高 纯度 的 DNA。 

为 了 进一步 对 提取 的 基因 组 DNA 进行 鉴定 ， 
本 文选 择 灵 敏 性 高 .通用 性 好 、 简 便 易 行 的 随机 扩 增 
多 态 性 DNA( RAPD ) 技 术 对 3 种 方法 提取 的 5 个 样 
本 进行 扩 增 。 结 果 显示 , 成 功 地 扩 增 出 样本 DNA 
指纹 图 谱 , 两 种 人 体 蜂 形 旺 指纹 图 具有 明显 差异 ， 
可 以 作为 DNA 分 子 水 平 上 的 分 类 依据 。 

比较 3 种 方法 提取 DNA 样本 的 纯度 、 每 头 螨虫 
提取 DNA 的 量 和 指纹 图 谱 可 以 发 现 , 试剂 盒 法 明 
显 好 于 改良 小 昆虫 法 ， 碱 裂解 法 较 差 。 因 此 , 碱 裂 
解法 只 对 毛 塞 蠕 形 螨 进行 提取 后 , 未 用 于 皮脂 虹 形 
里 的 DNA 提取 。 

比较 两 种 虹 形 旺 DNA 提取 的 浓度 和 每 头 螨虫 
提取 DNA 的 量 可 以 发 现 , 两 种 蠕 形 螨 提取 DNA 的 
浓度 差异 较 小 , 但 每 头 螨虫 提取 DNA 的 量 毛 寺 蠕 
形 螨 明显 高 于 皮脂 蠕 形 螨 ， 其 原因 主要 是 每 头 毛 塞 
里 形 螨 要 明显 大 于 皮脂 晴 形 螨 ， 而 浓度 差异 较 小 是 
因为 我 们 加 大 了 皮脂 蠕 形 螨 的 数量 所 致 。 

分 析 试 剂 盒 法 较 大 分 子 量 条 带 较 暗 原因 可 能 有 
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两 个 :一 是 试剂 盒 法 在 细胞 裂解 时 液 氮 冻 融 较 短 而 
研磨 时 间 较 长 , 可 能 破坏 了 DNA 的 一 级 结构 , 造成 
DNA 断裂 而 使 得 大 分 子 量 DNA 减少 ; 二 是 试剂 盒 
法 提取 DNA 操作 中 ， 有 除去 蛋 日 质 、RNA 以 及 
DNA 过 柱 纯 化 等 复杂 过 程 , 使 得 DNA 损耗 增加 ， 
造成 有 些 大 分 子 量 条 市 断裂 或 丢失 。 

蠕 形 旺 冻 存 时 间 的 延长 与 旺 虫 的 目次 引起 
DNA 损失 增加 有 关 , 因而 出 现 里 形 贤 在 -20C 冻 存 
8 ~10 月 基因 组 DNA 提取 的 浓度 和 每 头 螨虫 提取 
DNA 的 量 明显 低 于 冻 存 5 月 内 基因 组 DNA 提取 的 
数量 , 但 与 提取 基因 组 DNA 的 纯度 无 关 。 因 为 提 
取 DNA 的 纯度 主要 与 提取 DNA 的 方法 有 关 , 即 是 
否 能 完全 除去 和 蛋白质、.RNA 和 酚 类 等 大 分 子 和 有 机 
物 的 污染 。 因 此 , 冻 存 时 间 的 延长 只 能 降低 提取 
DNA 的 数量 ,而 不 会 影响 提取 DNA 的 纯度 和 随机 
引物 扩 增 的 RAPD 指纹 图 谱 。 人 研究 结果 提示 提取 蚂 
形 螨 DNA 时 ，-20C 冻 存 时 间 不 宜 超 过 6 个 月 。 

本 研究 的 结论 是 :用 液 气 反复 冻 融 人 研磨 法 破碎 
蠕 形 螨 等 虫 体 微 小 、 几 丁 质 厚 、 破 膜 困难 的 旺 类 细胞 
是 有 效 的 ; 改良 小 昆虫 DNA 提取 法 、 碱 裂解 法 和 试 
剂 盒 法 均 能 成 功 提取 人 里 形 旺 基因 组 DNA, 但 以 试 
剂 盒 提取 法 提取 的 DNA 纯度 、 数 量 和 DNA 指纹 图 
谱 明 显 好 于 改良 小 昆虫 DNA 提取 法 和 碱 裂解 法 ; 
蠕 形 螨 在 -20C 浆 存 时 间 不 宜 超 过 6 个 月 ; 随机 引 
物 既 可 用 于 检测 那些 没有 任何 分 子 生物 学 研究 基 
础 ，DNA 提取 量 少 , 难以 用 常规 方法 检测 到 的 DNA 
样本 ,又 可 用 于 蜂 形 蜂 的 DNA 分 子 水 平 上 的 分 类 。 
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